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Resumo

A selecao de microrganismos com capacidade de solubilizacao
de fosfatos de rocha (FR) pode contribuir para reduzir a
dependéncia de fertilizantes importados em culturas de

graos, reduzindo os custos da producao agricola e também os
impactos ambientais. Este estudo avaliou 59 microrganismos
(46 bactérias e 13 fungos), isolados da rizosfera de milho,
guanto a solubilizacao in vitro de fosfato de Araxa (FA) e 18
isolados (12 bactérias e 6 fungos) quanto a solubilizacao de
fosfato de Itafés (Fl). Entre estes microrganismos, 20 bactérias
e 1 fungo foram considerados eficientes para a solubilizacao de
FA e 6 bactérias foram eficientes na solubilizacao de Fl. Houve
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diferenca significativa na disponibilidade de fésforo (P) entre as
cepas em ambos os fosfatos e a maioria dos isolados avaliados
liberaram mais P soluvel de Fl em comparacao com FA. As
bactérias CMSB58, CMSB32, CMSB20 e CMSB46 solubilizaram
quase 20% do P total em FA e CMSB58, CMSB82, CMSB91

e CMSB48 solubilizaram mais que 25% de Fl. A atividade de
solubilizacao para ambos os fosfatos foi associada com a
reducao de pH, sugerindo que a acidificacao do meio de cultura
pode ser um dos mecanismos envolvidos na solubilizacao de

P. Houve predominancia dos géneros Burkholderia e Bacillus
no grupo de bactérias e Talaromyces e Penicillium no grupo
dos fungos mais eficientes. A contribuicao destes isolados na
melhoria da nutricao de P em milho precisa ser investigada
futuramente em experimentos em casa de vegetagao e em
campo, visando o desenvolvimento de inoculantes para
suprimento de P para esta cultura.

Palavras-chave: Biossolubilizagao; fosforo; Zea mays; fosfato de
Araxa; fosfato de Itafds.
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Abstract

The selection of microorganisms capable of solubilizing rock
phosphates (RP) may contribute to reduce the dependence
of imported fertilizers in grain crops, reducing the costs of
agricultural production, and also the environmental impacts.
This study tested 59 microorganisms (46 bacteria and 13
fungi) isolated from maize rhizosphere for solubilization in
vitro of Araxa phosphate (PA) and 18 isolates (12 bacteria and
6 fungi) for solubilization of Itafés phosphate (Pl). Among the
microorganisms, 20 bacteria and 1 fungus were efficient for PA
solubilizing and 6 bacteria were efficient for Pl solubilization.
There were significant differences in the availability of
phosphorus (P) among strains for both phosphates and most
isolates evaluated released more soluble P from Pl than PA.
Bacterial isolates CMSB58, CMSB32, CMSB20 and CMSB46
solubilized almost 20% of the P total in the PA and CMSB58,
CMSB82, CMSB91 and CMSB48 solubilized more than

25% of the Pl. The solubilizing activity of both phosphates
was associated with a reduction of pH which suggests that
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the acidification of the culture medium can be one of the
mechanisms involved in the solubilization of P There was a
dominance of the genera Burkholderia and Bacillus in the
group of the most efficient bacteria and Talaromyces and
Penicillium in the fungi group. The contribution of these strains
to increasing the phosphorus nutrition of grain crops should
be investigated further by greenhouse and field experiments to
develop inoculants to supply P to these crops.

Key words: Biosolubilization; phosphorus; Zea mays; Araxa
phosphate; Itafés phosphate.
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Introducao

Um dos fatores limitantes da agricultura nos solos tropicais

€ a alta capacidade de fixacao de fosforo (P), resultando em
uma baixa disponibilidade deste nutriente para as plantas
(NOVAIS; SMYTH, 1999). O fésforo € um dos macronutrientes
mais limitantes a producao agricola nestes solos e com menor
eficiéncia de uso pelas plantas, podendo esta ser inferior a

10% (BALIGAR; FAGERIA, 2001). Este nutriente é adicionado
aos solos na forma de fertilizantes fosfatados soluveis, sendo
uma parte utilizada pelas plantas, enquanto que a maior parte
rapidamente forma complexos insollveis com os constituintes
do solo, tornando-se indisponivel para as plantas, o que leva a
necessidade de frequentes aplicacoes deste nutriente (NOVAIS;
SMYTH, 1999). Além disso, a producao de fertilizantes quimicos
requer energia féssil para seu processamento, transporte e
distribuicao, o que aumenta os custos de producao e os riscos
ambientais (SCHRODER et al., 2010).

Neste contexto, tem-se avaliado a utilizagao de fosfatos de
rochas (FR) como fonte de P para as culturas. A aplicacao de

FR como fertilizantes em ambientes tropicais tem inumeras
vantagens, especialmente na taxa de dissolucao desses fosfatos
e a reacao entre a superficie mineral e a solugao do solo, que
sao intensificadas com temperatura e umidade presentes nestes
solos (VAN STRAATEN, 2006).

No entanto, dependendo das propriedades do FR, solo,
condicoOes climaticas, culturas e as praticas de manejo (SALE;
MOKWUNYE, 1993), até 4 anos de aplicagao anual sao
necessarios para que o FR seja tao eficiente quanto os fosfatos
soluveis (GHANI et al., 1994). Além disso, o uso direto de
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fontes naturais de P como fertilizantes, principalmente para as
culturas anuais nao é economicamente viavel, especialmente
em solos com alta adsorcao e baixa capacidade de troca i6nica
(SIMPSON et al., 1997), como os solos do Cerrado brasileiro.

Desse modo, varias estratégias tém procurado a utilizacao

de microrganismos com potencial para solubilizacao de FR
(RAJAPAKSHA et al., 2011) visando aumentar a disponibilidade
deste nutriente a partir de diferentes tipos de fosfato de

baixa solubilidade (OLIVEIRA et al., 2009; SINGH; REDDY,
2011), reduzindo os custos e o gasto energético para o uso
agronémico destas fontes de P (MOHAMMADI, 2012). Além da
exploracao de fontes alternativas de P (GOLDSTEIN et al., 1993;
KHAN et al., 2007), outra vantagem desta tecnologia é o uso
de rochas com baixos teores de P, que sao inadequadas para a
industria de fertilizantes por conterem alto grau de impurezas,
ou seja, rochas marginais e residuos da industria (KHAN et al.,
2007).

O mecanismo chave associado a solubilizacao de fosfatos
minerais consiste na reducao do pH do meio atribuida a
liberacao de acidos organicos pelos microrganismos, tais
como acido glucénico, malico e citrico (NAUTIYAL et al., 1999;
BARROSO; NAHAS, 2008; GULATI et al., 2009). Estes acidos
organicos atuam removendo P inorganico das particulas de
argila do solo tanto por troca direta quanto por quelacao de
ions metalicos em complexos P-cations (RODRIGUEZ; FRAGA,

1999). A liberacao destes acidos também resulta em acidificacao

da rizosfera, aumentando diretamente a solubilidade de sais
de P inorganicos precipitados (JONES, 1998). No entanto, os
microrganismos do solo variam consideravelmente na sua

9
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capacidade de secretar acidos organicos e, assim, solubilizar
fosfato mineral (RICHARDSON et al., 2009).

A recomendacao de estirpes como inoculantes capazes

de solubilizar fésforo pode variar dependendo do tipo de
fosfato natural a ser aplicado. Oliveira et al. (2009) isolaram
microrganismos da rizosfera de gendtipos de milho eficientes
no uso de P capazes de solubilizar fontes organicas e
inorganicas insoluveis de P. Neste trabalho, o foco foi a
solubilizacao de fosfatos sintéticos, como o fosfato tricalcio e o
fosfato de aluminio, e o potencial de solubilizacao de diferentes
fosfatos de rocha naturais por estes microrganismos nao foi
avaliado.

Diante disso, o objetivo deste trabalho foi identificar e
selecionar entre os microrganismos isolados por Oliveira et al.
(2009) as estirpes com potencial de solubilizacao de diferentes
fontes de fosfato natural, visando sua sele¢ao para uso em
programas de biofertilizacao e/ou bioprocessamento de rochas
fosfaticas como fonte de P para a agricultura.

Material e Métodos

Cultivo dos Microrganismos

Isolados de bactérias e fungos, pertencentes a colegao de
microrganismos multifuncionais da Embrapa Milho e Sorgo,
foram avaliados quanto a capacidade de solubilizagao dos
fosfatos de Araxa (FA) e de Itafés (Fl). A maioria dos isolados
foi obtida a partir de amostras de solo rizosférico de gendtipos
de milho contrastantes quanto a eficiéncia no uso de P, sob
diferentes sistemas de manejo em solo de Cerrado (OLIVEIRA
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et al., 2009). As culturas dos microrganismos foram reativadas
em placas contendo meio de cultura BDA (200 g L' de batata,
20 g L"de dextrose e 15 g L'de &gar), utilizando-se o método de
estrias para a obtencao de coldnias puras.

Biossolubilizacao de Fosfato de
Rocha

Para avaliar o potencial de solubilizacao de P pelos
microrganismos foi utilizado o meio de cultura liquido NBRIP
(10 g L" de glicose, 0,15 g L' de (NH,), SO,, 0,2 g L' de KCI,5 g
L'de MgCl,.6H,0 e 0,25 g L'de MgSO0,.7H,0) (NAUTIYAL, 1999)
adicionado de 5 g L' de FA ou FIl, ambos com teor aproximado
de 24% de P,O,

O experimento para avaliacao da biodisponibilizacao in vitro
de P a partir de FA foi instalado no delineamento inteiramente
casualizado com trés repeticoes. Cada unidade experimental
constou de um Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de meio
de cultura adicionado do fosfato de rocha. Os tratamentos
foram constituidos por 59 microrganismos inoculados no

meio de cultura (46 bactérias e 13 fungos), além de duas
testemunhas sem inoculacao, uma contendo somente o meio
de cultura e outra com o meio de cultura e FA. Para a avaliacao
do potencial de solubilizacao de Fl, foram selecionados, ao
acaso, 18 microrganismos (12 bactérias e 6 fungos) entre os
solubilizadores de FA, priorizando o grupo de mais eficientes
nesta condicao, seguindo o mesmo modelo experimental.

Os microrganismos foram inoculados, separadamente,
utilizando-se 5x107 células por mL para as bactérias ou cinco
discos de micélio de 8 mm de fungos e actinobactérias.
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As culturas foram submetidas a incubacao por 10 dias

com agitacdo constante de 120 rpm e temperatura de 28

°C (OLIVEIRA et al., 2009 modificado). Apds a incubacao,

as culturas foram centrifugadas a 5000 x g por 10 minutos

e o sobrenadante filtrado em papel Whatman n°42 para
determinacao da concentracao de P soluvel (MURPHY; RILEY,
1962). A porcentagem de solubilizacao foi calculada baseada na
concentragao de P soluvel disponibilizada pelo microrganismo
e o teor de P,0O, original de cada rocha. Adicionalmente,
determinou-se o pH do filtrado de todas as amostras, incluindo
os controles.

Para determinacao da eficiéncia relativa dos isolados foi
utilizada a seguinte expressao: (N1-N2)/N3 x 100, onde N1
corresponde a concentracao de P (mg L') encontrada na
presenca de microrganismo, N2 a, concentragao de P (mg L") na
auséncia de microrganismo e N3 equivale ao teor de P total (mg
L") contido no fosfato de rocha. Em seguida, os microrganismos
foram classificados em trés grupos, de acordo com o isolado
que demonstrou o maior desempenho na solubilizacao de P:
eficientes (67 a 100%), moderadamente eficientes (35,5 a 67%) e
ineficientes (0 a 35,5%).

Extracao de DNA Genomico de Bactérias e Fungos e
Amplificacao por PCR

O DNA gendmico foi extraido das bactérias a partir de culturas
incubadas em meio LB a 37 °C por 24 horas utilizando a
metodologia de fenol/cloroféormio, adaptada de Ausubel et

al. (1987) e a regiao 16S do rDNA foi amplificada com os
primers F968 e R1401 (NUBEL et al., 1996). A regiao ITS rDNA
(sequéncia interna transcrita do DNA ribossémico) dos fungos
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foi amplificada com os primers universais, ITS1 e ITS4 (WHITE
et al., 1990) a partir de DNA gendmico extraido de acordo

com o método de Raeder e Broda (1985). A reagao de PCR foi
realizada num volume final de 50 pL, contendo 20 ng de DNA,
Tris-HCI 10 mM pH 8,3; KCI 50 mM; MgCl, 2,5 mM; dNTPs 0,125
mM, primers 0,4 uM; 1,5 U de Tag DNA polimerase (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EUA) e formamida 1% (v/v) para as analises de
bactérias ou DMSO 0,2% (v/v) para fungos. A amplificacao foi
realizada utilizando as seguintes condicoes: 94 °C por 2 min, 30
ciclos de 94 °C por 1 min, 55 °C por 1 min, 72 °C por 2 min, com
uma extensao final de 72 °C por 10 min para as bactérias. Para
os fungos, a amplificagao foi realizada utilizando as seguintes
condicoes: 40 ciclos de 94 °C por 1 min, 50 °C por 1 min, 72

°C por 90 seg, com uma extensao final de 72 °C por 7 min. Os
produtos da reacao foram analisados em eletroforese em gel de
agarose 1,2% (m/v) corados com brometo de etideo (1ug mL") e
visualizados no equipamento Gel Logic 200 (KODAK Company,
Rochester, NY, EUA).

Os produtos da amplificacao foram removidos do gel,
purificados com o kit “QlAquick Gel Extraction” (Qiagen,
Hilden, Alemanha) e sequenciados utilizando-se o Kit “Big
DyeTerminator” (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA),
segundo recomendacoes do fabricante. As amostras foram
analisadas no sequenciador automatico ABI Prism 3100
Genetic Analyzer (Applied Biosystems), sendo as sequéncias
comparadas com o GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)
usando o programa Blast N (ALTSCHUL et al., 1997).
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Analise Estatistica

Os dados obtidos da atividade solubilizadora de fosfato e pH
dos microrganismos foram submetidos a analise de variancia
e as meédias comparadas pelo teste de Scott Knott utilizando o
programa Sisvar (FERREIRA, 2008). A correlagao (r) linear entre
o fosfato solubilizado em meio de cultura liquido e o pH foi
feita utilizando o programa Excel 2007 (Microsoft Corporation,
Redmond, WA, EUA). As diferencas obtidas ao nivel de P< 0,05
foram consideradas significativas.

Resultados e Discussao

Entre os 59 microrganismos avaliados, 43% das bactérias foram
classificadas como eficientes na solubilizacao de fosfato de
Araxa (FA), 11% classificadas como moderadamente eficientes
e 46% classificadas como ineficientes. Dentro os fungos,

8% foram eficientes, 23% moderadamente eficientes e 69%
ineficientes. Entre os 18 isolados avaliados para solubilizacao
de fosfato de Itafos (Fl), 50% das bactérias foram eficientes,

8% foram moderadamente eficientes e 42% ineficientes. No
grupo dos fungos, 33% dos isolados foram classificados como
moderadamente eficientes e 67% como ineficientes (Figura 1).

A anélise estatistica demonstrou diferenca significativa (p<0,05)
entre as estirpes e os valores de solubilizacao de FA oscilaram
de 0,94 a 100,70 mg P L". Dentre as bactérias, o isolado CMSB58
(Burkholderia) e CMSB32 (Bacillus) foram os mais eficientes,
disponibilizando 100,70 e 94,98 mg P L', respectivamente. Entre
os fungos, os isolados que demonstraram maior capacidade

de solubilizagao do FA foram CMSF14 (Penicillium), CMSF102 e
CMSF105 (Talaromyces), que solubilizaram 75,54, 55,70 e 54,83
mg P L', respectivamente.
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Figura 1. Eficiéncia relativa dos isolados na solubilizacao dos
fosfatos de Araxa e Itafos.

De modo similar, a biossolubilizacao do Fl apresentou variacao
significativa (p<0,05) entre as 18 estirpes analisadas, incluindo
fungos e bactérias. As maiores taxas de solubilizacao do Fl
foram observadas pelas estirpes CMSB58, CMSB48 e CMSB82,
do género Burkholderia, resultando na liberagao de 153,11,
135,68 e 132,88 mg P L', respectivamente. Em relacao a
capacidade de solubilizacao de Fl pelos fungos, os melhores
isolados foram CMSF14, CMSF102 e CMSF105, liberando 71,36,
66,55 e 45,24 mg P L, respectivamente (Tabela 1).
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Valores similares de solubilizacao de P sdo comuns na
literatura. Xiao et al. (2008) investigaram a solubilizagao de
fosfato de rochas (FR) por Candida krissii, Penicillium expansum
e Mucor ramosissimus isolados de minas de fosfato na China e
observaram que o teor maximo de P soluvel foi de 109,3 mg L'
liberado por C. krissii, seguido por 104,5 mg L' (P expansum) e
99,9 mg L' (M. ramosissimus). Rajapaksha et al. (2011) também
observaram que a solubilizacao de fosfato de rocha por seis
bactérias isoladas da rizosfera de arroz variou de 50 a 150 mg P
L.

O género Burkholderia tem sido relatado na literatura como
uma rizobactéria promotora do crescimento de plantas eficiente
na solubilizacao de P de diferentes fontes (PEIX et al., 2001;
ANANDHAM et al., 2007; MARRA et al., 2011; AZZIZ et al.,

2012). Este género tem sido isolado associado com a rizosfera
de milho, variando de 4 a 35% do total de bactérias cultivaveis
presentes na rizosfera desta cultura (HEBBAR et al., 1994;
BALANDREAU et al., 2001). Além de Burkholderia, os géneros
Bacillus e Paenibacillus juntamente com Aspergillus, Penicillium
e Talaromyces entre os fungos, tém sido relatados como
solubilizadores de P, promotores do crescimento de plantas e
utilizados como inoculantes comerciais (KHAN et al., 2007, 2010;
SCERVINO et al., 2010; NARAGHI et al., 2012; SHARMA et al.,
2013; AHEMAD; KIBRET, 2014).

Todas as estirpes que solubilizaram o fosfato em meio liquido
reduziram o pH do meio de cultura em comparagcao com o
controle nao inoculado, independentemente da fonte de fosfato
utilizada. Foi observada uma correlagao negativa e significativa
entre a quantidade de fosforo soltvel e o pH final do meio de
cultura (r =-0,89 para o Fl e r =-0,82 para FA, p < 0,01).
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A comparacao dos resultados de biossolubilizagao de FA e FI
pelos mesmos isolados demonstrou diferenca significativa
(p<0,05). A solubilizacao de Fl foi maior do que a FA nos
isolados CMSB2, CMSB5, CMSB48, CMSB58, CMSB82,
CMSB91, CMSB119, CMSF80 e CMSF105. Por outro lado,
CMSB32, CMSB70, CMSB62, CMSB86, CMSB124 e CMSF102
mostraram resultados opostos, sendo mais eficientes na
solubilizacao de FA, solubilizando menos de 3% de Fl (Tabela 1
e Figura 2). Interessantemente, enquanto que a maior parte dos
isolados eficientes na solubilizagao de Fl pertence ao género
Burkholderia, a maioria dos isolados eficientes na solubilizacao
de FA pertence aos géneros Bacillus e Arthrobacter (Tabela

1). Os isolados CMSB58 e CMSF14 destacaram-se na
biossolubilizagao de ambas as fontes de fosfatos avaliadas, o
que demonstra elevado potencial destes isolados em agregar
valor fertilizante a estes minerais, sendo por isso, um bom
candidato para a producao de biofertilizantes a serem usados
na cultura do milho.

Uma explicagao para a diferenca observada na solubilizacao de
ambos os tipos de FR se baseia nas diferentes caracteristicas
fisico-quimicas das rochas, em funcao do seu material de
origem e o tamanho de particula, que influenciam a sua

taxa de solubilizagao (LOUREIRO et al., 2008). Os fosfatos de
origem sedimentar, tais como Fl, geralmente, apresentam
maiores teores de P disponiveis em comparacao aos de origem
ignea ou metamorfica, como o FA que exibe elevado nivel de
cristalizacao e baixa solubilidade em acido citrico (KLIEMANN;
LIMA, 2001). Devido a estas caracteristicas, as rochas
apresentam diferencas significativas na biodisponibilidade de
nutrientes naturais, que podem ser alterados pela presenca

de microrganismos (RICHARDSON; SIMPSON, 2011). Outros



Potencial de Microrganismos para a Solubilizacdo de Fosfatos de Rocha

autores, como Mendes et al. (2013) demonstraram que o
fluoreto, presente em diferentes tipos de rochas, podem
também limitar a solubilizacao de FA por A. niger, pois afeta
negativamente os processos metabadlicos envolvidos na
solubilizagcao de fosfato, tais como o crescimento dos fungos,
diminuindo assim, a producao de acido citrico.
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Figura 2. Porcentagem de solubilizacao de P total dos fosfatos
de Araxa e ltafés de 18 isolados de fungos e bactérias.
Identificacao dos isolados esta de acordo com aTabela 1.

As diferencas observadas no presente trabalho podem
contribuir para o processo de selecdo de microrganismos
solubilizadores de fosfatos naturais. De acordo com estes
resultados, pode-se sugerir que, para cada tipo de rocha a ser

utilizado, existem diferentes microrganismos que tém potencial

para solubilizacao de P. Estes microrganismos apresentam
potencial para a producao de inoculantes para milho, uma vez
que a maioria dos microrganismos selecionados é capaz de

21
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solubilizar os dois tipos de fosfatos de rochas avaliados, assim
como outras fontes inorganicas, tais como fosfato de aluminio.
Além disso, alguns destes isolados também tém a capacidade
de mineralizar fontes organicas de P, como a lecitina de soja e
fitato (OLIVEIRA et al., 2009).

Conclusoes

Houve diferenca significativa na disponibilidade de P entre

os isolados, sendo que a maioria deles solubilizou maior
quantidade de P a partir de Fl do que FA e a maioria das
bactérias foi eficiente na solubilizacao de P de ambos os tipos
de rochas. Houve uma correlacao negativa entre o pH final do
meio de cultura e a concentracao de fosfato soluvel, sugerindo
que a producao de acidos pode ser um dos mecanismos
envolvidos na solubilizacao de P por estes microrganismos.
Os géneros Burkholderia e Bacillus foram predominantes

no grupo dos microrganismos mais eficientes. Juntos, estes
microrganismos serao avaliados em experimentos em casa de
vegetacao e no campo, usando diferentes tipos de FR e veiculos
de inoculacao, visando o desenvolvimento de inoculantes

para suprimento de P a ser oferecida aos agricultores, como
produtos tecnoldgicos para a reducao dos custos com
fertilizantes e dos impactos ambientais.
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